i as a 


^ 
C I X nM 
C HInaA IV 


1 饲 粮 中 性 洗涤 纤维 水 平 对 山羊 瘤 骨 细菌 结构 及 组 成 的 影响 


2 KER EME 
3 (四 川 农业 大 学 动物 营养 研究 所 ， 成 都 611130) 


4 dH 要 : 本 研究 则 在 利用 高 通 量 测序 技术 研究 饲 粮 中 性 洗涤 纤维 (NDF) 水 平 对 山羊 瘤 骨 细 


5 ” 阔 结 构 及 组 成 的 影响 。 选 用 6 只 山羊 进行 3X3 拉丁 方 试 验 ， 依 据 饲 粮 NDF 水 平分 为 低 


6 (35.01%, LN 组 )、 中 (40.10%，MN 组 ) 和 高 NDF 水 平 组 (4$.16%，HN 组 ), 每 组 2 只 。 分 3 


7 ”期 进行 饲养 试验 ， 每 期 试验 20 d， 其 中 预 试 期 14 d， 正 试 期 6d。 正 试 期 结束 后 采集 山羊 瘤 


8 BARD, RARA DNA 后 ， 用 细菌 通用 引物 对 16S rRNA 的 V4 区 进行 PCR 扩 增 ， 扩 
进 


9 增产 物 用 lumina HiSeq 250PE 测序 平台 i 


了 高 通 量 测序 ， 测 序 结果 用 QIIME 1.8.0 等 生物 


10 ”信息 学 软件 进行 分 析 。 结 果 表明 : 1)HN 组 的 瘤胃 液 氨 态 氮 “(NH3-N) 浓度 极 显著 低 于 LN 


11 ”组 和 MN 组 (P<0.01); LN 组 瘤胃 液 乙 酸 / 丙 酸 显著 低 于 HN 组 (P<0.05), 但 MN 组 与 其 他 2 


12 ”组 无 显著 差异 (P>0.05)。2) 各 组 间 Chaol 指数 和 Shannon 指数 的 差异 均 不 显著 (P>0.05); LN 


— 
U 
ANS 


H observed species 指数 显著 高 于 其 他 2 组 (P<0.05)， 其 他 2 组 间 则 无 显著 差异 (P>0.05)。3) 


14 ”在 门 水 平 上 ，3 组 间 所 有 细菌 的 相对 丰 度 差异 均 不 显著 (P>0.05); 在 属 水 平 上 ，HN 组 普 雷 沃 


15 氏 菌 科 UCG-001 CPrevotellaceae UCG-001). 3&8 X Kis ft UCG-003 CPrevotellaceae UCG-003 ) 


16 ”和 瘤胃 球菌 科 UCG-014 (Ruminococcaceae UCG-014) 的 相对 丰 度 显著 高 于 其 他 2 组 (P<0.05); 


17 HN £H 9% & ER IS BE. NK4A214 C Ruminococcaceae NK4A214 group). JA B SR H P} UCG-005 


18 ( Ruminococcaceae UCG-005 ) 的 相对 丰 度 显著 高 于 LN 组 (P<0.05); HN 组 SP3-e08 和 


o 19 Lachnoclostridium 10 的 相对 丰 度 显著 低 于 其 他 2 2H (P«0.05) ; LN £H fit 3 36 B£ A JE 


] 
ul 


于 其 他 2 组 (P<0.05); MN 2E MARATA HE (Lysinibacillus) . 


a 


20 (Succiniclasticum) 相 对 丰 度 显著 


T 


21 ”芽孢 杆菌 属 (Bacillus) 和 叶 杆菌 属 (Phyllobacterium) 的 相对 丰 度 显著 高 于 其 他 2 组 (P<0.05)， 食 
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22 ” 物 谷 菌 属 (Victivallis) 的 相对 丰 度 极 显 著 高 于 其 他 2 组 (P<0.01)。 综 合 得 出 ， 饲 粮 NDF 水 平 在 


23 ”35.01%~45.16% 变 化 时 ， 显 著 影 响 山 羊 瘤胃 液 NH-N 浓度 和 乙酸 / 丙 酸 ， 显 著 影 响 瘤 骨 


24 ”Prevotellaceae UCG-001、Prevotellaceae UCG-003 等 多 种 菌 属 的 相对 丰 度 。 

25 Kii: 中 性 洗涤 纤维 ;， 细菌， 高 通 量 测序 ， 发 酵 参 数 

26 ”中 图 分 类 号 : S826 

27 在 反刍 动物 饲 粮 中 ， 纤 维 成 分 占有 很 大 的 比重 。 它 在 促进 瘤胃 蠕动， 维持 瘤胃 正常 酸 碱 

28 环境 等 方面 有 着 不 可 蔡 代 的 作用 。 以 往 虽 然 许多 学 者 都 曾 研究 过 纤维 的 生理 功能 , 但 是 对 纤 

29 ” 维 的 定义 并 不 科学 也 不 统一 。 现 在 人 们 普遍 认为 ， 相 比 其 他 纤维 指标 而 言 ， 中 性 洗涤 纤维 

30 ”(NDF) 是 表示 动物 饲 粮 纤 维 水 平 最 好 的 指标 , 因为 它 几 乎 涵盖 了 组 成 纤维 的 所 有 成 分 中, NDF 
~ 31 ”不 仅 具 有 维护 动物 胃 肠 道 健康 的 作用 , 其 降解 产物 还 为 动物 的 生长 发 育 提 供 了 大 量 能 量 。 但 


= 32 ”反刍 动物 本 身 并 不 具有 消化 NDF 的 能 力 , 其 对 纤维 的 利用 主要 依赖 于 瘤 骨 内 寄生 的 微生物 。 


© 33 ”瘤胃 微生物 的 结构 与 组 成 决定 了 宿主 对 NDF 的 消化 利用 程度 , 而 宿主 进食 的 NDF 也 是 瘤胃 


N 34 AERA ATR AS BER. 以往 虽 然 已 有 人 饲 粮 纤维 水 平 对 瘤胃 微生物 影响 的 研究 , 但 
35 ”这 些 研究 主要 采用 的 是 传统 的 培养 技术 和 变性 梯度 电泳 等 指纹 图 谱 技术 29。 培 养 技术 只 能 
36 分析 能 在 体外 培养 基 中 生长 的 微生物 ， 但 瘤 骨 中 99% 左 右 的 微生物 到 目前 为 止 还 不 能 进行 


37 ”体外 培养 。 而 指纹 图 谱 技术 不 仅 费 时 费力 ， 且 分 辩 率 低 ， 仅 能 检测 出 样品 中 10% 左 右 的 优 


38 势 微生物 。 这 些 技术 都 严重 低估 了 瘤胃 微生物 的 多 样 性 ， 因 此 饲 粮 NDF 水 平 影响 瘤胃 微 生 
39 ” 物 结构 与 组 成 的 规律 还 不 尽 为 人 所 知 。 针 对 这 些 问 题 ， 本 研究 拟 采用 最 新 的 Ilumina HiSeq 
40 ”250PE 高 通 量 测序 技术 ， 全 面 揭 示 饲 粮 NDF 水 平 对 山羊 瘤胃 细菌 结构 与 组 成 的 影响 ， 研 究 


41 ”结果 能 提高 人 们 对 瘤 骨 微生物 适应 营养 物质 水 平 变化 规律 的 认识 , 以 及 营养 物质 水 平 对 瘤 骨 


42 。 微生物 多 样 性 的 影响 等 知识 的 理解, 还 可 为 今后 通过 调控 瘤胃 微生物 促进 瘤 肯 纤 维 的 降解 提 


43 RS. 


44 1 材料 与 方法 
45 11 试验 动物 与 饲养 管理 
试验 动物 为 6 只 健康 雄性 努 比 亚 黑山 羊 ,平均 月 龄 为 8 月 龄 ,平均 体重 为 (28.3343.77) 


47 ”kg。 参 照 我 国 《肉羊 饲 养 标 准 》(NY/T 816 一 2004)， 以 每 天 每 头 增 重 0.1 kg 为 标准 配制 各 组 


48 ” 饲 粮 。 采 用 3X3 拉丁 方 试验 ， 依 据 饲 粮 NDF 水 平分 为 低 (35.01%，LN 组 )、 中 (40.10%， 


49 MN 组 ) 和 高 NDF 水 平 组 (45.16%，HN 组 ), 每 组 2 只 。。 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 见 表 1。 饲 粮 中 


50 ”的 干 物质 (dry matter, DM). 418% Ai (crude protein, CP). #5 (calcium, Ca). f# (phosphorus, 


51 ”PP 了) 等 常规 营养 成 分 参照 Chemists 中 的 方法 进行 测定 , NDF 和 酸性 洗涤 纤维 (acid detergent fiber, 


52 ADF) 含量 参照 Van Soest 等 虹 的 方法 进行 测定 。 IME ER AE TIE. 每 天 分 别 于 09:00 及 17:00 


53 ”分 2 次 饲 咀 ， 自 由 饮水 。 


54 dl 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 〈 干 物质 基础 ) 

55 Table 1 Composition and nutrient levels of diets (DM basis) % 
项 目 Items LN 组 MN 组 HN 组 
原料 Ingredients 
玉米 Com 32.40 24.75 20.34 
大 豆粕 Soybean meal 1.00 2.00 4.30 
Hk Wheat bran 8.50 12.97 3.85 
棉籽 粕 Cottonseed meal 2.65 1.95 1.00 
FTIA Rapeseed meal 1.00 1.70 1.30 
玉米 淀粉 Corn starch 0.40 0.40 0.40 
Nit Molasses 0.10 0.50 1.30 
玉米 皮 Corn husk 1.00 15.00 35.90 
EET Alfalfa hay 33.10 21.90 23.25 
羊 草 Chinese wildrye hay 7.60 9.10 2.50 
稻草 Straw 8.80 5.91 1.73 
二 水 合 磷 酸 氧 钙 CaHPOs * 2H20 0.77 0.77 1.37 
碳酸 钙 CaCO; 0.13 0.50 0.21 
小 苏打 NaHCO; 1.00 1.00 1.00 
预 混 料 Premix” 1.00 1.00 1.00 
食盐 NaCl 0.55 0.55 0.55 
合计 Total 100.00 100.00 100.00 
营养 水 平 Nutrient levels? 
于 物质 DM 88.92 88.45 88.26 
粗 蛋 白质 CP 11.35 11.34 11.34 
代谢 能 ME/(MJ/kg) 8.83 8.83 8.82 
中 性 洗涤 纤维 NDF 35.01 40.10 45.16 
酸性 洗涤 纤维 ADF 17.39 20.32 22.41 
钙 Ca 0.74 0.74 0.74 
BE P 0.44 0.44 0.44 
精 粗 比 Concentrate to forage ratio 49.50:50.50 48.09:51.91 36.62:63.38 

56 D 预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提供 The premix provides the following per kg of diets: VA 2 200 IU, VD 250 IU, 


57 VE 20 IU, Fe40 mg, Cu 10 mg. Mn 40 mg, Zn30 mg, Se0.2 mg, 10.8 mg, Co0.11 mg. 


58 2 代谢 能 是 采用 我 国 


Ics 


《肉羊 饲养 标准 》(NY/T 816 一 2004) 饲 料 成 分 表 中 的 数据 计算 所 得 ,其 余 为 实测 值 。 
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59 ME is calculated using the data in feed composition table from Chinese Feeding Standard of Meat-Producing 


60 Sheep and Goat (NY/T 816—2004), while other nutrient levels were measured values. 


61 ”1.2 试验 设计 及 样品 采集 


62 分 3 期 进行 饲养 试验 ， 每 期 试验 20 d， 其 中 预 试 期 14 d， 正 试 期 6 d。 参 照 文献 [9-10] 


63 ”中 的 方法 ， 每 期 饲养 试验 结束 后 于 次 日 晨 饲 后 2h， 将 10 mm 直径 塑料 管 连 接 到 真空 泵 ， 用 
64 “开口 器 打开 羊 的 口腔 ， 将 塑料 管 从 羊 口腔 缓慢 插入 至 瘤 骨 ， 
65 携 式 酸度 计 进 行 瘤 骨 液 pH 测定 后 ， 立 即 装 入 充满 氮气 的 样品 袋 中 ， 置 于 冰 上 。 反 复 拍 打样 
66 。 品 袋 以 确保 固 相 微生物 充分 进入 液 相 , 然后 用 4 层 纱布 过 滤 得 到 瘤 骨 液 , EE BRE 
67 ”立即 带 回 实验 室 转移 至 -80 超低温 冰箱 保存 备用 。 


e 


HUM A AAA 50 mL， 用 便 


68 13 瘤胃 发 酵 参 数 检测 
69 胃液 氨 态 氮 (NH3-N) 浓 度 的 测定 : BEB Broderick 等 0 描述 的 方法 进行 测定 。 首 先 将 采 


瘤 
70 ” 集 的 瘤胃 内 容 物 进行 预 处 理 ， 然 后 制作 NH-N 标准 曲线 ， 建 立 线 性 拟 合 回归 方程 ， 接 着 把 
71 ” 预 处 理 后 的 待 测 离心 瘤 骨 液 充分 混 匀 ， 再 吸取 80 pL 加 入 到 预先 标 好 的 测试 管 中 , 各 管 按照 


72 ” 补 加 试剂 顺序 依次 加 入 40 pL 甲醇 、2.5 mL AEM). 2.0 mL 碱 性 次 氧 酸 钠 溶液 ,在 37 CYB 


73 10 min， 取 出 后 室温 下 放置 10 min, F 650 nm 处 采用 酶 标 仪 (美国 Molecular Devices 公司 


74 SpectramaxM2) 测定 吸光 度 值 ， 最 后 将 样品 液 的 吸光 度 值 代入 线性 拟 合 回归 方程 ， 计 算出 


75 ”瘤胃 液 中 NH3-N 浓度 。 


76 瘤胃 液 挥发 性 脂肪 酸 (VFA) 浓 度 的 测定 : 参照 Li 等 3] 描述 的 方法 采用 气相 色谱 分 析 仪 


77 (CP-3800， 美 国 Varian AFJ) 进行 测 定 。 首 先 将 采集 的 瘤胃 内 容 物 进行 预 处 理 ， 然 后 向 标 


78 ” 准 中 间 液 中 分 别 加 入 0.2 mL 偏 磷酸 溶液 ，40 uL 巴豆 酸 溶液 , 混 匀 , 4 ‘CHE 30 min,12 000 


79 Xg 离心 10 min, 接着 取 上 清 液 0.1 mL 加 入 0.9 mL 甲醇 ， 混 匀 后 经 0.22 um 有 机 滤 腊 过滤。 


80 “用 气相 色谱 分 析 仪 对 滤液 中 乙酸 、 丙 酸 、 丁 酸 的 含量 进行 测定 。 


81 14 DNA 的 提取 和 高 通 量 测序 


82 Ht 200 pL 瘤 骨 液 样品 ， 用 天 根 生化 科技 北京》 有限 公司 生产 的 凑 便 基因 组 DNA $2 
83 取 试 剂 盒 提取 瘤胃 微生物 总 DNA 。 采 用 细菌 通用 引物 对 


84 (515F:GTGCCAGCMGCCGCGGTAA; 806R:GGACTACHVGGGTWTCTAAT)I3), Lise HAY 


85 ”总 DNA 为 模板 针对 细菌 16S rRNA V4 区 域 进行 PCR 扩 增 。 采 用 如 下 50 uL 反应 体系 : dNTP 


100 


101 


102 


103 


104 


105 


106 


107 


108 


109 


110 


111 


112 


FE X 
( | y 


AV 
C hInaA IVi 


fo 


Mixture (10mmol/L) 1 uL. Ev. F3£5|47(10 u mol/L) 1.25 uL, & DNA(50 ng/uL) 1 uL, 


Taq DNA Polymerase(5 U/uL, & Mg?*) 0.25 uL, 10xTaq Buffer 5 uL. JD Z&7K Æ 50 uL. PCR 


反应 参数 如 下 : 95 'C 预 变性 2 min; 随后 变性 循环 30 次 (95 C, 30s; 55 C, 308; 72 C, 


30s); 72 'CfEfH 5 min, 10 ‘CHE. PCR 产物 待 检测 合格 后 送 北京 诺 不 致 源 生物 科技 有 限 


公司 ， 采 用 Tllumin 


1.5 


参照 Wright 等 0 的 方法 , A 


低 质量 序列 ， 去 除 Barcode 和 引物 序列 ， 然 后 参照 Yáñez-Ruiz 等 055 的 方法 ， 在 Mothur 软件 


中 进行 拼接 ; 再 在 QIIME 1.8.0 软件 


Ww 


È 


作为 代表 序列 。 将 代表 序列 与 RDP 数据 库 (Release 11.1, http://rdp.cme.msu.edu/) 比 对 并 


构建 OTU 表 ， 用 RDP Classifier 将 OTU 代表 性 序列 在 微生物 各 分 类 水 平 进行 物种 注释 ， 
绘制 在 门 水 平 物种 组 成 的 柱状 图 。 基 ] 


a HiSeq 250 PE 平台 进行 高 通 量 测序 。 


生物 信息 学 分 析 


J QIIME 1.8.0 软件 对 测序 原始 数据 进行 初次 质 控 , 过 滤 掉 


使 用 Uparse 模块 将 拼接 的 序列 按 97% 的 相似 性 聚 类 为 


分 类 单位 Coperational taxonomic unit, OTU) ， 并 挑选 每 个 OTU 中 相对 丰 度 最 高 的 序列 


ZR AG (KAM Singletons 处 理 之 后 的 OTU table, 


rep set.tree 文件 及 其 抽样 最 大 深度 ， 计 算 a- 多 样 性 指数 (Chaol1、Shannon、Observed-species) 


在 各 样品 


16 数据 统计 分 析 


ET TAY EL BI, 


并 绘制 各 样品 的 OTU 稀释 曲线 。 对 样品 共享 属 进行 分 析 ， 用 R 软件 根据 共享 属 的 组 成 及 大 


2x 


= 


样品 间 共 享 属 的 聚 类 热 图 。 


试验 结果 用 以 下 一 般 线 性 模型 表示 : 


AP: 了 为 茶 指标 的 观测 值 ，p 为 试验 全 部 观测 值 总 体 平均 值 ，a 、8B6、 


N= tatpityewtein) G=j=k=1,2,3) 。 


究 中 试验 期 、 羊 组 别 和 饲 粮 NDF 水 平 ，z 为 随机 误差 。 


用 SPSS 21.0 软件 中 的 ANOVA 模块 


nu 


验 结果 以 平均 值 土 标准 差 表 示 。 以 P<0.05 表示 为 差异 显著 ，P<0.01 为 差异 极 显著 。 


2 结果 与 分 析 
2. 饲 粮 NDF 水 


对 山羊 瘤胃 发 酵 参数 的 影响 


从 表 2 可 以 看 出 ,山羊 瘤胃 液 pH 在 3 组 间 差 异 不 显著 (P>0.05), 但 随 着 饲 粮 NDF 水 3 


7 分 别 为 本 研 


JU, NDF 水 平 为 主要 影响 因素 ， 且 与 其 他 2 种 影 
因素 无 互 作 效 应 的 方法 对 组 间 进 行 差异 显著 性 检验 ， 并 用 Duncan 氏 法 进行 多 重 比较 。 试 
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114 
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116 
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124 


125 


126 


127 


128 


129 


的 增加 有 升 高 趋势 ，HN 组 瘤胃 液 NH-N 浓度 极 显 著 低 于 LN 组 和 MN 组 (P<0.01)，LN 组 


和 MN 组 间 的 差异 不 显著 (P>0.05); 各 组 间 疤 胃液 乙酸 、 丙 酸 、 丁 酸 及 总 挥发 性 脂肪 酸 (TVFA) 


浓度 差异 均 不 显著 (P>0.05)， 乙酸 / 丙 酸 有 随 着 饲 粮 NDF 水 平 增 加 而 升 高 的 趋势 ， 且 LN 组 


和 HN 组 间 的 差异 达到 了 显著 水 平 (P<0.05)。 


表 2 饲 粮 NDF 水 平 对 山羊 瘤胃 发 酵 参 数 的 影响 
Table 2 Effects of dietary NDF level on rumen fermentation parameters in goats 
项 目 Items 组 别 Groups 
LN MN HN 

pH 6.56+0.08 6.67+0.05 6.79+0.06 

氨 态 氮 NHs-N/(mg/dL) 17.45+2.67™ 13.95::5.08^* 9.224+2.203b 
乙酸 Acetate/ (mmol/L) 41.56+8.40 43.78+4.85 45.56+12.48 
两 酸 Propionate/ (mmol/L) 17.48+4.33 13.89+2.30 13.2844.79 
丁 酸 Butyrate/ (mmol/L) 7.49+2.29 7.09+1.52 6.80+2.36 

总 挥发 性 脂肪 酸 TVFA/(mmol/L) 66.53+13.86 64.76£6.32 65.65+18.78 
乙酸 / 丙 酸 Acetate/propionate 2.45+0.48? 3.23+0.70% 3.6240.74* 


同行 数据 肩 标 相同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05)， 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05)， 不 同 


大 写字 和 母 表示 差异 极 显 著 (P<0.01)。 下 表 同 。 
In the same row, values with the same or no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), 
while with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05) , and with different capital 


letter superscripts mean extremely significant difference (P<0.01) . The same as below. 


22 "WW NDF 水 平 对 山羊 瘤胃 细菌 结构 及 组 成 的 影响 


2.2.1 各 样品 测序 深度 和 OTU 数量 分 析 


本 次 试验 共 得 到 了 1125 746 条 有 效 序列 (clean data)， 平 均 每 个 样品 含 (62 541+9 024) 


条 。 将 有 效 序列 进行 聚 类 ， 共 得 到 17 198 个 OTUs. 3 组 间 共 享 OTUs 数 为 1 012 个 ，LN 组 


Ej MN 组 间 共 享 OTUs 数 为 1 197 个 , LN 组 与 HN 组 间 共 享 OTUs 数 为 1 083 44, MN 组 与 


HN 组 间 共 享 OTUs BAH 1083 个 (图 DD. 
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图 1 OTU 维 恩 图 


Fig.l Venn diagram of OTUs 


2.2.2 ”样品 稀释 曲线 和 a- 多 样 性 分 析 
各 样品 的 稀释 曲线 见 图 2。 由 图 可 见 ， 在 本 试验 的 测序 深度 下 (reads=30 1$4)， 各 样品 稀 
释 曲 线 最 终 均 趋 于 平缓 可 以 ， 说 明 本 试验 的 测序 深度 覆盖 各 样品 的 绝 大 多 数 微生物 。 


OTU number of OTUs 
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图 2 样品 的 稀释 曲线 


Fig.2 Rarefaction curves of samples 


在 取样 深度 为 30 154 时 对 山羊 瘤胃 细菌 的 a 多 样 性 指数 进行 组 间 差 异 分 析 , 结果 见 表 3。 


Chaol 指数 和 Shannon 指数 在 组 间 差 异 均 不 显著 (P>0.05)，LN ZH observed species 指数 显著 


高 于 其 他 2 组 (P<0.05)， 其 他 2 组 间 则 无 显著 差异 (P>0.05)。 


表 3 


在 取样 深度 为 30 154 时 各 组 a 多 样 性 指数 的 对 比 


201812.00514v1 


chinaXiv 


143 Table 3 


JE Items 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


Comparison of a diversity indexes among groups calculated at a depth of 30 154 


组 别 Groups 


LN MN HN 
Chaol 指数 Chaol index 1 024.78+102.66 890.22+77.12 949.70+177.06 
observed species 指数 Observed species index 880.33+469.91? 756.33+68.28° 718.674105.30° 
Shannon 指数 Shannon index 6.84+0.60 6.31+0.41 5.94+0.85 
144 223 瘤胃 细菌 结构 及 组 成 
145 将 本 试验 所 得 有 效 序列 在 不 同 分 类 水 平 上 进行 物种 注释 , 结果 共 得 到 23 个 门 , 44 个 纲 ， 


146 ”71 个 目 ，121 个 科 ，225 个 属 。 


147 ”不 显著 (P>0.05)。 


3 可 以 看 出 ， 在 门 水 平 上 ，3 组 间 物 种 相对 丰 度 差异 均 


拟 杆菌 门 (Bacteroidetes)、 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) 和 变形 菌 门 (Proteobacteria) 


148 ”在 3 组 中 均 为 优势 菌 门 ， 其 次 依次 为 黏 胶 球 形 菌 门 CLentisphaerae)、 软 壁 菌 门 (Tenericutes) 。 


10096 - 


相对 丰 度 Relative Abundance(96 ) 
è 
EX 


149 
150 


151 Fig.3 


152 在 属 水 平 上 ， 


m others-13 

mE Candidate division SR1 
© Fibrobacteres 

E Spirochaetes 

5$ Elusimicrobia 

m Synergistetes 

B Tenericutes 

B Lentisphaerae 


E Proteobacteria 


7 WFirmicutes 


Bi Bacteroidetes 
LN MN HN 


组 名 Groups name 


图 3 瘤胃 细菌 在 门 水 平 上 的 组 成 (相对 丰 度 前 100 


Composition of rumen bacteria at phylum level (top 10 of relative abundance) 


3 组 的 前 2 个 优势 属 均 依次 为 普 雷 沃 氏 菌 属 1(Prevotella 1) 和 理 研 菌 属 RCO 


153 (Rikenellaceae RC9 gut group)。 将 225 个 属 中 相对 丰 度 低 于 1% 的 属 聚 为 其 他 (215 个 ) 后 ， 


154 ”各 样本 在 属 水 平 上 的 物种 组 成 见 图 4。 表 4 列 出 了 在 属 水 平 上 组 间 相 对 丰 度 有 显著 差异 的 细 


155 ” 菌 。 兽 雷 沃 氏 菌 科 UCG-001 CPrevotellaceae UCG-001)、 普 雷 沃 氏 菌 科 UCG-003 CPrevotellaceae 


156 | UCG-003) 和 瘤胃 球菌 科 UCG-014 (Ruminococcaceae UCG-014) 的 相对 丰 度 呈现 随 饲 粮 NDF 


157 水平 增加 而 升 高 的 变化 规律 ， 且 HN 组 显著 高 于 其 他 2 组 (P<0.05)， 其 他 2 组 间 无 显著 差异 
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(P>0.05); 瘤胃 球菌 科 NK4A214 CRuminococcaceae NK4A214 group)、 瘤 胃 球 菌 科 UCG-005 


(Ruminococcaceae UCG-005) 的 相对 丰 度 呈现 随 饲 粮 NDF 水 平 增加 而 升 高 ， 且 HN 组 显著 


高 于 LN 组 (P<0.05); SP3-e08 和 Lachnoclostridium 10 的 相对 丰 度 呈现 随 NDF 水 平 增加 而 降 


低 的 变化 规律 ， 且 HN 组 显著 低 于 其 他 2 组 (P<0.05)， 其 他 2 组 无 显著 差异 (P>0.05); LN 组 


中 解 琥珀 酸 菌 属 (CSwccimiclasticwz) 的 相对 丰 度 显著 高 于 其 他 2 组 (P<0.05)， 其 他 2 组 无 显著 差 


(Phyllobacterium) 的 相对 丰 度 显著 高 于 其 他 2 组 (P<0.05), 食物 谷 


异 (P>0.05); MN 组 中 赖 氨 酸 芽 移 杆菌 属 (Lysinibacillus)、 芽 息 杆 


(Bacillus) FU} FF Pa JB 


ES 


属 (Victivallis) 的 相对 丰 度 极 


显著 高 于 其 他 2 组 (P<0.01), 其 他 2 组 间 无 显著 差异 (P>0.05);LN 组 [Eubacterium] ruminantium 


group 的 相对 丰 度 显著 高 于 HN 组 (P<0.05)， 但 与 MN 组 比较 无 显著 差异 (P>0.05)。 


100% p 
9096 - 
80% - 
70% + 
60% - 
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40% + 
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20% r 
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0% 


相对 手 度 relative Abundance(%) 


m Others-215 
&Lachnospiraceae ND3007 group 


m Ruminococcaceae UCG-014 
= Prevotellaceae UCG-003 
= Prevotellaceae UCG-001 


m Ruminococcus 2 


B Succinivibrio 


B Succinivibrionaceae UCG-002 


mRikenellaceae RC9 gut group 


B Selenomonas 1 


LN MN 
组 名 Groups name 


图 4 瘤胃 细 菌 在 属 水 平 上 的 组 成 


! BPrevotella 1 


Fig.4 Composition of rumen bacteria at genus level 


AA 各 组 相对 丰 度 存在 显著 差异 的 


ry 


Table 4 Genus with significantly difference among groups 


Ii A Items 


组 别 Groups 


LN MN HN 
普 雷 沃 氏 菌 科 UCG-003 Prevotellaceae UCG-003 1.764:0.99* 1.8440.63* 3.33+1.35? 
普 雷 沃 氏 菌 科 UCG-001 Prevotellaceae UCG-001 1.16+0.52* 1.95+1.44" 3.0141.90° 
SP3-e08 0.26+0.18* 0.1840.12? 0.04+0.02° 
瘤胃 球菌 科 UCG-014 Ruminococcaceae UCG-014 0.59+0.40°? 0.75+0.40* 2.07£1.78° 
解 琥珀 酸 菌 属 Succiniclasticum 1.1020.95* 0.40+0.26° 0.23+0.11° 
瘤胃 球菌 科 NK4A214 Ruminococcaceae NK4A214 group 0.29+0.14a 0.59+0.24% 0.82+0.51° 
赖 氨 酸 芽孢 杆菌 属 Lysinibacillus 0.03--0.03* 0.19:-0.24^ 0.02+0.01° 
[Eubacterium] ruminantium group 0.3240.15° 0.27+0.17% 0.13+0.10° 
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芽孢 杆菌 属 Bacillus 0.04+0.03s 0.22::0.24* 0.02+0.012 
瘤胃 球菌 科 UCG-005 Ruminococcaceae UCG-005 0.022:0.01* 0.1420.11^ 0.16+0.15° 
Lachnoclostridium 10 0.05+0.03° 0.05+40.03? 0.01+0.01° 
It} FF Ee Phyllobacterium 0.01::0.00* 0.062-0.07* 0.00+0.008 
食物 谷 菌 属 Victivallis 0.06+0.03Aa 0.1340.07B 0.02+0.01^° 


2.2.4 ”共享 属 分 析 
经 统计 ， 所 有 样品 间 共 有 35 个 共享 属 。 其 中 ， 相 对 含量 在 1% 以 上 的 主要 共享 菌 属 由 


高 到 低 依次 为 Prevotella 1[(37.29 2-7.27)96]. Rikenellaceae RC9 gut group[(7.30+0.54)%]. 


Prevotellaceae UCG-003[(2.31+0.88)%]、 毛 螺 菌 科 ND3007 (Lachnospiraceae ND3007 


group)[(2.19+0.52)%]、Prevotellaceae UCG-001[(2.04+0.93)%]. HEFAMI HB UCG-002 


CSuccinivibrionaceae UCG-002 )[(1.90+1.75)%6] 、 月 形 单 胞 菌 属 1 GSelenomonas 1)[(1.79+44.24)%], 


瘤 骨 球菌 属 2 CRuminococcus 2)[(1.35+1.77)%]; 琥珀 酸 弧 菌 属 CSwccinivibrio)[(1.20+0.58)%]、 


Ruminococcaceae UCG-014[(1.13+0.81)%]。 这些 菌 属 的 比例 占 总 菌 属 的 56.50%。 共享 菌 群 在 


属 水 平 上 的 聚 类 热 图 见 图 5。 


Prevotella_1 1 
Selenomonas_1 

Rikenellaceae_ SACO gut group 
Succinivibrionaceae_UCG—00 0.5 
Succinivibrio 


Prevotellaceae_UCG-—001 0 
Prevotellaceae_UCG-003 


Lachnospiraceae | ND3007 group -0.5 
Christensenellaceae R—7 group 
Succiniclasticum ' 4 
Erysipelotrichaceae_UCG—004 

Ruminobacter 

Ruminococcaceae UCG-002 
Pseudobutyrivibrio 

Ruminococcaceae NIK4A214 group 

Prevotellac eae eG pop oup 

| ^  |Veillonelaceae UCG-00 

Butyrivibrio 2 

Fretibacterium 

Succinimonas 

Anaerovibrio 
Ruminiclostridium 5 


Oscillospira 
«Pseudomonas 


Treponema_2 

Alloprevotella 
| “| Saccharofermentans 
Lachnospiraceae NK3A20 group 
Ruminiclostridium 6 


图 5 共享 菌 群 在 属 水 平 上 的 聚 类 热 图 


Fig.5 Clustering heatmap of bacteria community at genus level 
3 讨论 


由 于 NDF 具有 调控 和 维持 反刍 动物 瘤 骨 正常 发 酵 的 作用 , 所 以 不 同 饲 粮 NDF 水 平 会 影 


响 瘤胃 的 发 酵 模 式 。 那 仁 巴 图 等 09 采 用 完全 随机 试验 设计 ， 分 别 在 6 个 不 同 饲 粮 NDF 水 平 
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187 ”(49%、52%、55%、59%、62% 和 65%) 下 研究 了 内 蒙古 白 绒 山 羊 翔 羊 的 瘤胃 发 酵 的 变化 。 结 


188 ” 果 发 现 ， 饲 粮 NDF 水 平 对 瘤胃 液 pH、NH3-N 浓度 均 有 显著 影响 ， 但 对 瘤胃 液 微生物 蛋白 


189 (MCP) 和 乙酸 、 丙 酸 和 了 丁 酸 浓度 的 影响 不 显著 。 王 海 荣 等 上 7] 也 分 别 在 3 个 不 同 饲 粮 NDF 


190 ”水 平 (42.71%、54.59%、64.38%) 下 研究 了 苏 尼 特 绵羊 瘤胃 内 环境 的 变化 , 结果 发 现 随 着 NDF 


191 ”水 平 的 增高 ， 绵 羊 瘤 骨 液 NH-N 浓度 会 显著 降低 ， 瘤 胃液 乙酸 / 丙 酸 显著 升 高 ， 与 本 试验 结 
192 果 相 一 致 。 
193 本 次 研究 发 现 Ruminococcaceae NK4A214 group、Ruminococcaceae UCG-005 和 


194 ”Ruminococcaceae UCG-014 的 相对 丰 度 随 饲 粮 NDF 水 平 增加 而 升 高 的 变化 规律 。 这 些 细菌 


195 ”都 属于 瘤胃 球菌 科 (Ruminococcaceae)， 以 往 的 研究 表明 瘤胃 菌 科 微 生物 与 纤维 降解 密切 相 


196 ” 关 , 在 瘤 角 内 可 产生 纤维 酶 降解 纤维 二 糖 等 纤维 类 物质 ,是 一 类 典型 的 纤维 降解 菌 [18-191。 Patra 


197 ”等 的 的 研究 表明 ， 瘤 胃 菌 科 的 数量 减少 会 导致 纤维 消化 率 降 低 。Zhao 等 RL 的 研究 也 证 实 ， 
198 ”瘤胃 菌 科 的 微生物 与 饲 粮 NDP 的 消化 率 显著 相关 。 本 研究 的 结果 表明 , 饲 粮 NDF 水 平 的 增 
199 ”加 ,山羊 瘤胃 菌 科 微 生物 的 增殖 加 强 , 这 可 能 是 一 种 底 物 诱 导 效 应 。 这 也 从 证 实 了 瘤胃 菌 科 


` 


200 与 瘤胃 纤维 降解 的 密切 关系 。 


201 本 试验 中 ，Prevotellaceqe UCG-001 和 Prevotellaceae UCG-003 的 相对 丰 度 表现 出 随 饲 


202 ÆR NDF 水 平 增 加 而 升 高 的 变化 规律 ,说 明 饲 粮 NDF 水 平 的 提高 也 能 促进 这 2 种 细菌 的 生长 。 


203 导致 这 种 现象 的 原因 可 能 与 这 些 细菌 的 特性 有 关 。 这 2 种 细菌 属于 普 雷 沃 氏 菌 属 (CPrevotelia )， 


204 以往 体外 培养 的 试验 表明 , 它们 具有 消化 蛋白 质 和 氮 基 酸 的 活性 , 没有 直接 降解 纤维 的 能 


205 ”但 与 纤维 降解 菌 共 培养 时 却 能 间接 地 促进 纤维 的 降解 疡 约 。Zhao 等 2 在 犊 牛 上 的 试验 表明 ， 


206 ， 饲 粮 纤 维 消 化 率 的 高 低 影 响 着 这 2 种 细菌 的 相对 丰 度 ， 再 结合 本 研究 的 结果 可 以 推测 ， 这 2 
207 ”种 细菌 可 能 是 重要 的 纤维 降解 协作 菌 , 它们 也 可 从 纤维 降解 过 程 中 获取 养分 ， 从 而 导致 本 而 


208 FP HN 组 这 2 种 细菌 的 相对 丰 度 显著 高 于 其 他 2 组 。 


209 本 次 研究 还 发 现 ， 解 琥珀 酸 菌 属 的 相对 丰 度 在 组 间 存 在 着 显 蓝 差 异 。 有 研究 报道 ， 解 琥 


it 


210 。 酸 菌 属 能 发 酵 降 解 纤维 或 纤维 二 糖 产 生 琥珀 酸 、 乙 酸 和 二 氧化 碳 等 ， 也 是 一 种 典型 的 纤维 降 


211 — 解 菌 乓 。 国 内 外 许多 学 者 的 研究 也 发 现 ， 解 琥珀 酸 菌 属 和 纤维 降解 有 密切 的 关系 62。 而 本 


212 ”课题 组 以 往 的 研究 结果 也 表明 ， 纤 维 消化 率 高 的 山羊 解 琥 珀 酸 菌 属 的 相对 丰 度 显著 高 于 纤维 
213 ”消化 率 低 的 山羊 。 根据 该 菌 的 特性 从 理论 上 分 析 ， 当 饲 粮 纤维 含量 增加 时 该 菌 的 相对 丰 度 应 
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升 高 。 但 本 研究 中 ，LN 组 的 相对 丰 度 却 显 著 高 于 其 他 2 组 ， 造 成 这 种 现象 的 具体 原因 还 不 


清楚 ， 有 可 能 与 LN 组 饲 粮 中 演 粉 含量 较 高 有 关 。 淀 粉 是 解 琥珀 酸 菌 属 最 主要 的 底 物 ， 与 纤维 
相 比 ， 淀 粉 更 能 刺激 解 琥珀 酸 菌 属 的 生长 。 
4 结 ie 


CD 饲 粮 NDF 水 平 在 35.01%~45.16% 变 化 时 , 随 NDF 水 平 增加 , 瘤胃 液 NH3-N 浓度 降 


低 ,瘤胃 液 乙酸 / 丙 酸 升 高 。 


@ 山 羊 瘤胃 优势 的 细菌 是 拟 杆菌 门 、 厚 壁 菌 门 和 变形 菌 门 。 


@@ 山 羊 瘤 骨 中 共有 13 个 菌 属 的 相对 丰 度 受 饲 粮 NDF 水 平 的 显著 影响 ， 其 中 


Prevotellaceae UCG-001. Prevotellaceae UCG-003、 和 Ruminococcaceae UCG-014 等 菌 属 的 


相对 丰 度 呈现 随 NDF 水 平 增 加 而 升 高 的 变化 规律 。 
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(Animal Nutrition Institute, Sichuan Agricultural University, Chengdu 611130, China) 
Abstract: This study was conducted to investigate the effects of dietary neutral detergent fibre 
(NDF) level on structure and composition of rumen bacteria in goats using high throughput 
sequencing technique. Six goats were used in a 3 X 3 Latin square design and divided into 3 
groups according to dietary NDF level, which was low (LN group, 35.01%), medium (MN group, 
40.10%) and high NDF level groups (HN group, 45.16%), and each group had 2 goats. The 
feeding trial lasted for 3 stages with 20 d per stage, and each stage consisted of 14 d of pre-trial 
period and 6 d of trial period. After the trial period, rumen contents were collected to extract 
bacterial total DNA. The bacteria universal primers were used to amplify the V4 regions of 
bacteria 16S rRNA by PCR. The sequencing of the amplified products of bacteria was performed 
using the Illumina HiSeq 250PE sequencing platform, and the results were analyzed by 
bioinformatics software such as QIIME 1.8.0. The results showed as follows: 1) rumen fluid 
ammonia nitrogen (NHs-N) concentration of HN group was significantly lower than that of LN 
and MN groups (P«0.01). rumen fluid acetate/propionate of LN group was significantly lower 
than that of HN group (P«0.05), but there was no significant difference between MN group and 
other groups (P>0.05). 2) The differences of Chaol and Shannon indexes among groups were not 
significant (P>0.05). Observed species index of LN group was significantly higher than that of the 
other two groups (P«0.05), but there was no significant difference between MN group and HN 
group (P>0.05). 3) At phylum level, the relative abundance of all bacteria of three groups was not 
significant (P>0.05); at genus level, the relative abundances of Prevotellaceae UCG-001, 
Prevotellaceae UCG-003 and Ruminococcaceae UCG-014 of HN group were significant higher 
than those of the other two groups (P«0.05); the relative abundances of Ruminococcaceae 
NK4A214 group and Ruminococcaceae UCG-005 of HN group were significant higher than those 
of LN groups (P«0.05); the relative abundances of SP3-e08 and Lachnoclostridium 10 of HN 
group were significantly lower than those the other two groups (P<0.05); the relative abundance 
of Succiniclasticum of LN group was significantly higher than that of the other two groups 


(P«0.05); the relative abundances of Lysinibacillus, Bacillus and Phyllobacterium of MN group 
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were significantly higher than those of the other two groups (P«0.05), and the relative abundance 
of Victivallis of MN group was extremely significantly higher than that of the other two groups 
(P«0.01). These results suggest that when dietary NDF level changing at 35.01% to 45.16%, NDF 
level significantly affects NH3-N concentration and acetate/propionate in rumen fluid, and the 
relative abundance of various bacterial genera, such as Prevotellaceae UCG-001 and 
Prevotellaceae UCG-003 in rumen of goats. 


Key words: neutral detergent fiber; bacteria; high throughput sequencing; fermentation parameters 
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